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摘  要 
 
背景和目的 
 血管内皮生长因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)是已知作用最
强的促血管生成因子之一，且研究表明 VEGF 在肿瘤的发生发展过程中起重要作
用。VEGF 基因上存在多个多态性位点，其中 VEGF 基因启动子区上游-2578C/A 
和下游+936C/T 单核苷酸多态（single nucleotide polymorphism，SNP）已被证明
可影响 VEGF 蛋白表达，且与多种疾病的发生发展相关。本课题通过研究内皮生
长因子（VEGF）936*T/C 单核苷酸多态性了解该突变位点对 VEGF 表达的影响及
其功能效应。 
方法  
采 用 聚 合 酶 链 反 应 - 限 制 性 片 段 长 度 多 态 性 （ Polymerase chain 
reaction-restriction fragment length polymorphism ，PCR-RFLP）方法检测不同肝细
胞 VEGF 936T/C 基因型，筛选标准模版。以双萤光素酶报告基因检测系统为基础，
将含 VEGF 936*T 和 C 靶基因序列片段的重组质粒转染入 293T 细胞，利用化学
发光仪和荧光定量 PCR，检测比较其荧光素酶（Luc）表达活性。同时采用不同
肝细胞，在放线菌素 D（ActD）的作用下，利用荧光定量 PCR 检测 VEGF mRNA
的含量，研究肝细胞 VEGF 936*T/C 单核苷酸多态性对 VEGF mRNA 稳定性的影响。 
结果   
1.  酶切电泳及碱基测序结果表明:线性 pGL3-promoter 与 VEGF 936T/C 链接正
确；VEGF 936T/C 序列符合实验要求，重组质粒 pGL3-VEGFC 和 pGL3-VEGFT 构建
成功。 
2.  VEGF 936 C 等位基因在 293T 细胞中荧光素酶活性显著高于 T 等位基因，表
达 Luc 的量是 T 等位基因的 2.035-3.876 倍(P<0.05)。 
3.  在 ActD 作用下，含 936*C/C 基因型的肝细胞中 VEGF 降解速度较慢(P<0.05)。   
结论 








































































Background and aims 
Vascular endothelial growth factor (VEGF) is one of the powerful factors to 
facilitate angiogenesis as we know so far. Previous studies indicated that VEGF might 
play a critical role in the development of tumor. At least 30 single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) exist in the VEGF gene. Among them, the two VEGF 
polymorphisms (-2578C/A and +936C/T) have been reported to affect the expression 
of the gene and indicated to be involved in the development of diseases. In the study, 
we investigated the influence and function effect between VEGF gene 936*T/C 
polymorphism and VEGF gene expression. 
Methods  
Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) 
was used to detect the VEGF 936*T/C genotypes in different hepatocellulars and 
select standard templates. Take the Dual-Luciferase Reporter Assay System as the 
foundation, the plasmids carrying VEGF 936 T and C gene fragments were 
constructed and transfected into 293T cell lines. Luc values were measured by 
luminometer and real-time PCR. To investigate the influence between the rate of 
VEGF mRNA degradation and VEGF gene 936*T/C polymorphism, we used real-time 
RCR to measure the number of VEGF mRNA molecules by treatment with Act D.  
Results 
1.  The Nucleotide sequencing results were that:  pGL3-VEGFC 和 pGL3-VEGFT 
Plasmid was constructed successfully. 
2.  Luciferase activity from C allele in 293T cell lines is 2.035-3.876 folds higher than 
T allele(P<0.05).  
3.  The rate of VEGF mRNA degradation is slower in hepatocellulars of C 
allele(P<0.05). 
Conclusion 














of VEGF mRNA and increase the starting rate of protein synthesis. 
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permeability factor，VPF）[1]。事实上，VEGF 是已知的最有效的 VPF，比组织
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被发现可通过 PI3K-Akt 途径抑制细胞凋亡，另外也可通过上调 Bcl-2和 A1等抗
凋亡蛋白抑制细胞的凋亡。VEGF 可以抑制上游 casoase 的激活，上调抑制抗凋
亡家族成员，包括存活因子和 XIAP[4]。 









内皮细胞中 EGFR通过相互独立的 MAPK/ERK 1/2 和 PBK/Akt通路激活 Sp1、Stat3
和 HIF-1a，从而上调 VEGF，促进血管生成[6]；Sp1 的过表达也促进胃癌的血管生
成[7]；而环氧化酶 2 抑制剂 celecoxib 则通过减少 Sp1 的量和磷酸化从而抑制
VEGF 的表达，阻止人类胰腺癌的血管生成和转移[8]。在 VEGF 启动子中，相对转
录起始位点（+1）而言，-38到-109bp区域包含 4个可能的 Sp1结合位点，一个
或所有的结合位点缺失或突变都将导致 VEGF 启动子活性的降低或丧失。Sp1 是
高度磷酸化的蛋白，其活性受磷酸化调控。在 EAT 细胞中丁酸盐（butyrate）促
进 Sp1的去磷酸化可抑制 VEGF的表达和血管生成[9]。 
缺氧诱导因子-1（hypoxia inducible factor-1，HIF-1）由亚基 HIF-α
和 HIF-1β组成，缺氧诱导的基因转录可促进典型的肿瘤行为，包括血管生成、
侵袭、转移、去分化等，而 HIF被认为是缺氧诱导的基因表达调控的核心。VEGF
基因启动子的-975 到-968bp 区域存在一个缺氧相应元件（hypoxia response 
element，HRE），用以结合 HIF-1。HIF-1 对于 VEGF 的转录激活在多种肿瘤中均
有报道[10,11]，其靶标基因涉及血管生成、细胞增殖、凋亡等多个方面，包括 VEGF、
PDGF、Ang2、Flt1、Tie2、TGFα、COX-2 等[12,13]。Calvani 等[14]报道 HIF-1α驱
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转录因子 AP-1 属于亮氨酸拉链家族，是由 Jun/jun 或 jn/fos 组成的二聚
体。在 VEGF基因的启动子中有 4个 AP-1候选结合位点，这表明它可能参与 VEGF
基因表达的调控。人脐静脉内皮细胞中被 ERK 和 JNK 激活的 e-jun 能诱导 VEGF
的表达[16]。JunB 也存在不依赖 HIF-1 调控 VEGF 表达的途径，此过程涉及 NF-kB
对于 junB 的激活[17]。AP-1 还调控血管生成素 angiopoietin-1 的表达，进而促
进血管内皮细胞增殖和迁移[18]；KaposiBs肉瘤中也发现 AP-1和 Ets-1可促进血
管生成素 angiopoietin-2 的表达[19]。EGFR 启动子上也有 AP-1 结合位点，AP-1
能够促进 EGFR 的表达及血管发生[20,21]。AP-1 被证实在肺癌、骨肉瘤、鼻咽癌、
喉鳞癌等多种肿瘤中异常表达，可能是肿瘤治疗的有效靶标或可应用于早起诊
断。 
转录因子 Stat3 是 JAK-STAT 信号通路的一个成员，它在肿瘤微环境 VEGF
的表达调控中起着重要作用。VEGF基因启动子-842到-849bp区域包含 Stat3 结
合位点，Stat3 结合后能激活 VEGF 的表达。在各种类型的肿瘤中均发现 Stat3
蛋白的组成型激活，经 v-Src和 Abl转化的细胞中也观察到 Stat3的激活，并伴
随 VEGF 表达的激活。在头颈部鳞状细胞癌中，Stat3可直接上调 VEGF转录[22]。
在人肾癌细胞中，咖啡酸（caffeic acid）及其衍生物通过抑制 Stat3的磷酸化
抑制 VEGF 表达[23]。乳腺癌中也发现 miR-20b通过 HIF-1和 Stat3共同调控 VEGF
表达[10]。 




方面。NF-kB可不依赖于 HIF-1，而通过调控转录因子 JunB的表达从而激活 VEGF
转录[17]，但 NF-kB 与 VEGF 基因启动子间的直接相互作用仍有等进一步研究。此
外，NF-kB可上调血管生成素 Ang-1表达[24]，诱导在血管生成过程中起重要作用
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刺激肿瘤血管生成最强的细胞因子。在肿瘤的生长过程中，癌基因的激活、突变




















中的液体聚集。Pepper 等[37]前期发现α9β1 直接结合到 VEGF-C 和 VEGF-D 可促
成淋巴管的形成。另外 VEGF-A 的表达也可以促进肿瘤周围淋巴管的生成，增加
淋巴结转移[38]。VEGF-A 不仅可以通过直接与 VEGFR-2 相互作用促进淋巴管的生
成，还可以通过招募表达 VEGFR-1的炎症细胞包括单核细胞、巨噬细胞和中性粒
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现上述癌组织 VEGF mRNA 均增高[39]，Yoshikawa[40]豚鼠的腹水型胆管癌模型进行
研究，利用免疫组化方法显示带有染色标记的 VEGF 抗体主要集中在瘤周的新生
血管上，而原位杂交显示 VEGF-mRNA主要分布于瘤体细胞内，在瘤体及瘤周血管








体的 6p21.3，长 14kb，由 8 个外显子和 7 个内含子交替组成，至少存在 30 个
SNP位点[42, 43],这些基因多态性可能通过影响 VEGF的转录或表达而影响疾病的发
生和发展。其中 VEGF -2578C/A和+936C/T SNPs 已被证明可影响 VEGF蛋白表达
[44,45]，且与多种疾病的发生发展相关[46,47]。本研究采用荧光素酶(Luc)为报告基因，
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